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Utilisation d'un compose inactivant la proteine Kinase A dans une composition 
contenant un milieu cosmetiquement acceptable, pour eclaircir la peau 

La presente invention a pour objet une nouvelle utilisation d'actifs 
5 cosmetiques pour eclaircir la peau. 

La plupart des formulations cosmetiques depigmentantes commercialisees, 
sont a base d'acide kojique, d'arbutine ou de magnesium ascorbyl phosphate. 

Les inventeurs se sont interesses au developpement de nouveaux actifs 
depigmentants qui aient une meilleure compatibility avec la peau que ceux de 
10 I'etat de la technique, lis ont mis en evidence que les molecules inactivant la 
proteine Kinase A, engendrait une depigmentation de la peau que Ton attribuait 
jusqu'a aujourd'hui, a la seule inhibition de I'enzyme Tyrosinase phosphorytee. 

C'est pourquoi, selon un premier aspect, Tinvention a pour objet, I'utilisation 
d'un compose inactivant la proteine Kinase A dans une composition contenant un 
1 5 milieu cosmetiquement acceptable, pour eclaircir la peau, 

La relation entre I'activite eclaircissante de la peau et reactivation de la 
proteine Kinase A (PKA), peut s'expliquer par le mecanisme biochimique suivant : 

L'inhibition de la proteine Kinase A induit une moindre activation de la 
tyrosinase, du fait de la moindre transformation de cette derniere en tyrosinase 
20 phosphorylee ; cette moindre activation de la tyrosinase entraine la diminution de 
la synthese de melanine d'ou decoule la depigmentation de la peau. 

Par compose inactivant la proteine Kinase A, on designe notamment, tout 
compose qui, par incubation de la proteine Kinase A en presence d'adenosine 
triphosphate et d'une proteine pouvant etre phosphorytee, telle que par exemple 
25 I'Histone H1, inhibe sa phosphorylation, avec un pourcentage d'inhibition 
superieur ou egal a 10 %, plus particulierement avec un pourcentage d'inhibition 
superieur ou egal a 25 % et de preference superieur ou egal £ 50 %. 

^invention a plus particulierement pour objet, Tutilisation d'un compose de 
formule (I) : 

30 R r C(=OHNH-CH(R 2 )-C(=0)] m .OH (I) 

L J 

ou ses sels, dans laquelle R, represente la chaTne caracterisante d'un acide gras, 
sature ou insatur6, lineaire ou ramifie, comportant de 3 a 30 atomes de carbone, 
R 2 represente la chaTne caracterisante d'un acide amin6 et m est compris entre 1 
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50, ou d'un melange desdits composes de formule (I) ou de leurs sels, dans une 
composition contenant un milieu cosmetiquement acceptable, pour eclaircir la 
peau. 

Le compose de formule (I) telle que definie ci-dessus, peut etre sous forme 
5 d'acide libre ou sous forme partiellement ou totalement salifiee. Lorsque le 
compose de formule (I) est sous forme salifiee, II s'agit notamment de sels 
alcalins tels que les sels de sodium, de potassium ou de lithium, de sels alcalino- 
terreux tels que les sels de calcium, de magnesium ou de strontium ; de sel 
d'ammonium ou de sel d'un aminoalcool comme le sel de (2-hydroxy ethyl) 
10 ammonium. II peut aussi s'agir de sels mStalliques tels que les sels divalents de 
zinc ou de manganese, les sels trivalents de fer, de lanthane, de cerium ou 
d'aluminium. 

Dans I'expose suivant, par compose de formule (I), on entend compose de 
formule (I) sous forme libre ou sous forme partiellement ou totalement salifiee. 
15 Lexpression "chaine caracterisante" utilisee pour definir les radicaux R, et 

R 2 , designe la chaine principale non fonctionnelle de I'acide gras ou de I'acide 
amine cohsidere. 

Ainsi, pour un acide gras repondant a la formule generale R r C(=0)-OH, la 
chaTne caracterisante sera la chame representee par R v 
20 ^invention a principalement pour objet, I'utiiisation d'un compose de 

formule (I) telle que definie precedemment, dans laquelle le groupe R r C(=0)- 
comporte de 7 a 22 atomes de carbone. 

R r C(=0)- represente notamment Tun des radicaux octanoyle, decanoyle, 
undecylenoyle, dodecanoyle, tetradecanoyle, hexadecanoyle, octadecanoyle, 
25 eicosanoyle, docosanoyle, 8-octadecenoyle, eicosenoyle, 13-docosenoyle, 
9,12-octadecadienoyle ou 9,12,15-octad6catrienoyle. 

invention a plus particuli6rement pour objet, Tutilisation d'un compose de 
formule (I) telle que definie pr6c6demment, dans laquelle le fragment R r C(=0) 
est choisi parmi les radicaux octanoyle, u>-undecylenoyle, dodecanoyle, 
30 hexad6canoyle, 8-octadec§noyle, 13-docos6noyle, 9,12-octadecadienoyle ou 
9,12,1 5-octad6catrienoyle. 

. Pour un acide amine represente par la formule generale (Ilia) : 
H 2 N-CH(R 2 )-C(=0)-OH (Ilia), 
comme pour un acide amine cyclique represente par la formule (II lb) : 
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HN-CH[C(=0)-OH]-R 2 (lllb) 
I I 

la chame caracterisante sera la chaTne representee par R 2 . 

Rj represente notamment la chame caracterisante d'un acide amine choisi 
5 parmi la glycine, I'alanine, la serine, I'acide aspartique, I'acide glutamique, la 
valine, la threonine, I'arginine, la lysine, la proline, la leucine, la phenylalanine, 
Tisoleucine, I'histidine, la tyrosine, le tryptophane, I'asparagine, la glutamine, la 
cysteine, la cystine, la methionine, Thydroxy proline, I'hydroxy lysine, la sarcosine 
ou I'omithine. 

10 invention a principalement pour objet, ('utilisation d'un compose de 

formule (I) telle que d6finie precedemment, dans laquelle, dans au moins un des 
restes 

-HN-CH(R 2 )-C(=0)- (Ilia), 

ou 

15 -N-CH[C(=0)-]-R 2 (|||b), 
I 1 

R 2 represente la chame caracterisante de la phenylalanine, de la tyrosine, de 

I'histidine, de la methionine de la cysteine ou du tryptophane. 

Uinvention a plus particulierement pour objet, Tutilisation d'un compose de 
20 formule (I), telle que definie precedemment dans laquelle m est un nombre 

decimal compris entre 1 et 10 et est de preference inferieur a 5. 

Selon un aspect tout particulier de la presente invention, dans la formule (I) 

telle que definie precedemment, m inferieur ou egal a 2 et est plus 

particulierement inferieur ou egal a 1,4, 
25 Selon un autre aspect tout particulier de la presente invention, dans la 

formule (I) telle que definie precedemment, m egal a 1. 

Selon une autre variante particuliere de la presente invention, on utilise un 

seul compose de formule (I), telle que definie precedemment, dans la composition 

contenant le milieu cosmetiquement acceptable.. 
30 Selon une autre variante particuliere de la presente invention, on utilise un 

melange de composes de formule (I) telle que definie precedemment et, plus 

particulierement, 

ou bien un melange de composes de formules (I) comportant toutes le 
meme fragment R r C(=0), 
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ou bien un melange de composes de formules (I) dans lesquelles m est 
egal a 1 et comportant toutes le meme fragment 

-NH-CH(F^)-C(=0)-OH 
L J 

5 Les composes de formules (I) sont generalement obtenus par N-acylation 

de composes de formules (Ilia) ou (lllb), telles que definies precedemment ou de 
leurssels. 

Lorsqu'il s'agit d'un melange de composes de formules (I), il est par 
exemple obtenu par N-acylation du melange d'acides amines resultant de 
10 I'hydrolyse totale ou partielle de prolines de toutes origines. 

Ces prolines peuvent etre d'origine animale, telles que, par exemple, le 
collagSne, I'elastine, la proteine de chair de poisson, la gelatine de poissons, la 
keratine ou la cas6ine, d'origine v6g6tale, comme les proteines de cereales, de 
fleurs ou de fruits, telles que par exemple, les proteines issues du soja, du 
15 tournesol, de I'avoine, du ble, du mai's, de I'orge, de la pomme de terre, du lupin, 
de la feverole, de I'amande douce, du kiwi, de la mangue ou de la pomme ; il peut 
s'agir aussi de proteines obtenues a partir de chorelles (algues unicelluraires), 
d'algues roses, de levures ou de la soie. 

Cette hydrolyse est realisee par exemple, par chauffage a des 
20 temperatures comprises entre 60 et 130°C d'une proteine placee dans un milieu 
acide ou alcalin. 

Cette hydrolyse peut egalement etre realisee par voie enzymatique avec 
une protease, couplee eventuellement a une post-hydrolyse alcaline ou acide. 
Quand m est superieur a 1, R 2 represente une seule meme chaTne ou bien 
25 plusieurs chaTnes caracterisant differents acides amines, selon la proteine 
hydrolysee et le degre d'hydnolyse. 

Les aminogrammes de quelques proteines d'origine vegetales sont 
consignes dans le tableau suivant : 

30 Tableau A 





Origine de la proteine 

(proportions en acides amines exprimees en % ponderaux) 




Avoine 


Soja 


Ble 


Tournesol 
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Glycine 


6,9 


4,2 


3,2 


6,2 


Alanine 


5,9 


4,2 


2,6 


4,8 


Serine 


5,6 


5,1 


1.7 


5,1 


Acide aspartique 


16,2 


11,7 


3,4 


10,6 


Acide glutamique 


28,3 


19,1 


37,9 


23,6 


Valine 


2,9 


5,0 


4,2 


4,8 


Threonine 


3,1 


3,9 


2,7 


4,4 


Arginine 


6,6 


7,8 


3.7 


8,4 


Lysine 


3,6 


6,2 


1.9 


3.2 


Proline 


4,7 


5,4 


11,7 


3,0 


Leucine 


6,4 


8,1 


7,1 


6.4 


Phenylalanine 


1,4 


5,0 


5,4 


4.3 


1 en io i mino 
law JtJULrU It? 




A Q 

4,8 


3,7 


4,1 


Histidine 


1.7 


2.6 


2.4 


2,0 


Tyrosine 


1,5 


3,5 


3,1 


2,7 


Methionine 


1.2 


1,2 


1.6 


1.8 


Cysteine / Cystine 


1,9 


1.5 


1.9 


1,9 


Tryptophane 




1.0 


1.0 


1,3 
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Tableau A (suite) 





Origine de la proteine 

(proportions en acides amines exprim6es en % ponderaux) 




Lupin 


Pomme de 
terre 


Feverole 


Mais 


Glycine 


0,9 


A O 

4,8 


4,0 


2,4 


Alanine 


O A 

2,4 


5,0 


4,0 


7,95 


Serine 


6,1 


5,8 


4,9 


5,1 


Acide aspartique 


15,8 


A 1 C 

12,5 


10,5 


10,6 


Acide glutamique 


8,0 


A A £? 

11,5 


AGO 

16,8 


23,6 


Valine 


7,9 


7,1 


A C 

4,5 


4,8 


Threonine 


8,1 


O A 

6,1 


3,6 


A A 

4,4 


Arginine 


A A 

16,1 


5,0 


9,21 


8,4 


Lysine 


T A 

7,1 


7,8 


6,5 


6,2 


Proline 






A A 
4,4 


^ n 
o,u 


Leucine 


7,45 


10,4 


7,4 


8.1 


"nenyiaianine 


8,6 


6,4 


4,4 


4.3 


Isoleucine 


8,7 


6,1 


3,9 


4.1 


Histidine 




2,2 


2,6 


2.0 


Tyrosine 




5,7 


3,6 


2.7 


Methionine 


0,6 


2.4 


0,8 


1.8 


Cysteine / Cystine 




1,6 


1,7 


1.9 


Tryptophane 


1,2 


1,4 


1,2 


1.3 


Ornithine 


0,4 









La reaction d'acylation est connue de rhomme du metier. Elle est d6crite 
5 par exemple dans la demande Internationale publiee sous le numero WO 
98/09611. Elle est rnise en ceuvre indifferemment sur un acide amin§ ou sur un 
melange d'acides amines. L'agent d'acylation consiste generalement en un deriv6 
active d'un acide carboxylique de formule R 1 C(=0)-OH, tel qu'un un anhydride 
symetrique de cet acide ou un halogenure d'acide comme le chlorure d'acide ou le 
10 bromure d'acide. II peut aussi consister en un melange de derives actives d'acides 
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carboxyliques issus d'huiles ou graisses naturelles d'origine animales ou 
vegetales telles que les huiles de coprah, de palmiste, de palme, de soja, de 
colza, de maTs, le suif de bceuf, I'huile spermaceti ou I'huile de hareng. 

L'invention a aussi pour objet f un precede de traitement non therapeutique 
5 de la peau destine a I'eclaircir, caracterise en ce que Ton y applique une 
composition contenant un milieu cosmetiquement acceptable et une quantite 
efficace d'au moins un compose inactivant la proteine Kinase A. 

L'invention a aussi pour objet une composition pharmaceutique pour la 
mise en oeuvre d'un traitement th6rapeutique de la peau destine son 
10 eclaircissement caracterisee en ce qu'elle contient un milieu pharmaceutiquement 
acceptable et une quantite efficace d'au moins un compose inactivant la proteine 
Kinase A. 

Dans les compositions definies ci-dessus, le compose inactivant la proteine 

Kinase A est generalement mis en oeuvre en une quantite comprise entre 0,01 % 
15 et 10 % de leur poids, plus particulierement entre 0,1 % a 5 % de leurs poids, et 

tout particulierement entre 1 % et 5 % de leurs poids. 

Selon un autre aspect particulier, l'invention a pour objet, ('utilisation telle 

que definie precedemment, caracterise en ce que le compose inactivant la 

proteine Kinase A, inactive aussi I'adenylate cyclase. 
20 La relation entre I'activite eclaircissante de la peau et I'inactivation 

I'adenylate cyclase, peut s'expliquer par le mecanisme biochimique suivant : 

L'inactivation de Tadenylate cyclase entraine une moindre transformation 

de I'ATP en AMP cyclique intracellular ; la diminution du taux d'AMP cyclique 

entraine une inhibition de la proteine Kinase A (PKA) ; I'inhibition de la proteine 
25 Kinase A induit une moindre activation de la tyrosinase du fait de la moindre 

transformation de cette derniere en tyrosinase phosphorylee ; cette moindre 

activation de la tyrosinase entraine la diminution de la synthese de melanine d f ou 

decoule la depigmentation de la peau. 
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* Par compose inactivant I'adenylate cyclase, on designe notarnment, dans 

le cadre de la pr6sente invention, tout compose qui, par incubation de cet enzyme 
en presence d'ad6nosine triphosphate, inhibe sa transformation en adenosine 
monophosphate cyclique, avec un pourcentage d'inhibition superieur ou 6gal 2 10 
5 %, plus particulterement avec un pourcentage d'inhibition sup6rieur ou §gal & 25 
% et de preference sup6rieur ou egal 3 50 %.' 

Les compose inactivant I'adenylate cyclase contenus dans ladite 
composition, sont plus particulierement choisis parmi les composes de formule (I) 
telle que definie precedemment ou leurs sels. et tout particulierement parmi les 
10 composes de formule (I) telle que definie precedemment, dans laquelle R r C(=0) 
est choisi parmi les radicaux octanoyle ou co-undecylenoyle et dans laquelle dans 
au moins un des restes 

-HN-CH(R 2 )-C(=0)- (Ilia), 

ou 

15 -N-CH[C(=0)-]-R 2 (lllb) 
I I 

R 2 represente la chaine caracterisante de la phenylalanine. 

L'invention a aussi pour objet un procede tel que defini precedemment, 
caracterise en ce que Ton applique sur la peau, une composition contenant un 

20 milieu cosmetiquement acceptable et une quantite efficace d'au moins un 
compose inactivant la proline Kinase A et TadSnylate cyclase, ainsi qu'une 
composition pharmaceutique telle que definie precedemment, caracterisee en ce 
qu'elle contient une quantite efficace d'au moins un compost inactivant la proline 
Kinase A et I'adenylate cyclase. 

25 Selon un autre aspect particulier, invention a pour objet, ('utilisation telle 

que definie precedemment, caracterisee en ce que le compose inactivant la 
proteine Kinase A et ('adenylate cyclase, est un compose presentant une affinite 
vis a vis du recepteur de la Melanocyte Specifique Hormone (a-MSH). 

La relation entre Tactivite eclaircissante de la peau et I'affinite vis a vis du 

30 recepteur de Ta-MSH, peut s'expliquer par le mecanisme biochimique suivant : 

La competition entre Thormone a-MSH et la molecule presentant une 
affinite vis a vis du recepteur a-MSH, entraine un moindre taux de fixation de 
ladite hormone sur les recepteurs cellulaires ; cette competition a pour 
consequence une inhibition de Pactivite de ('adenylate cyclase qui entraine une 
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moindre transformation de I'ATP en AMP cyclique intracellular ; la diminution du 
taux d'AMP cyclique entrame une inhibition de I'enzyme Proteine Kinase A (PKA) ; 
I'inhibition de la Proteine Kinase A induit une moindre activation de la tyrosinase 
du fait de la moindre transformation de cette derniere en tyrosinase phosphorylee 
5 ; cette moindre activation de la tyrosinase entraTne la diminution de la synthese de 
melanine d'ou decoule la depigmentation de la peau. C'est I'ensemble de ces 
inhibitions successives qui temoignent du caractere antagoniste de I'a-MSH. des 
composes de I'invention. 

Par compose presentant une affinite vis a vis du recepteur de la 
10 Melanocyte Specifique Hormone, I'a-MSH, on designe dans le cadre de la 
presente invention, tout compose qui deplace la liaison specifique d'un ligand 
radioactif comme le Nucleoside diphosphate-a-Melanocyte Specifique Hormone 
([ ,25 l]NDP-a-MSH) sur le recepteur de type 1 de I'a-Melanocyte Specifique 
Hormone (a-MSH), denomme recepteur MC1R, avec un pourcentage d'inhibition 
15 superieur ou egal a 10 %, plus particulierement avec un pourcentage d'inhibition 
superieur ou egal a 25 % et de preference superieur ou egal a 50 %. 

Les antagonistes de la Melanocyte Specifique Hormone, contenus dans 
ladite composition, sont plus particulierement choisis parmi les composes de 
formule (I) tel que definie precedemment ou leurs sels. 

L'invention a aussi pour objet un precede tel que defini precedemment, 
caracterise en ce que I'on applique sur la peau, une composition contenant un 
milieu cosmetiquement acceptable et une quantite efficace d'au moins un 
compose inactivant la proteine Kinase A et I'adenylate cyclase, qui est 
antagoniste de la Melanocyte Specifique Hormone, ainsi qu'une composition 
pharmaceutique telle que definie precedemment, caracterisee en ce qu'elle 
contient une quantite efficace d'au moins un compose inactivant la proteine 
Kinase A et I'adenylate cyclase, qui est antagoniste de la Melanocyte Specifique 
Hormone. 

Comme le montrent les exemples suivants, les composes mis en ceuvre 
dans les traitements cosmetiques ou therapeutiques definis precedemment, se 
caracterisent de facon inattendue, par une activite eclaircissante de la peau 
superieure aux compositions de I'etat de la technique, lis sont done de facon 
generate appropries aux traitements destines a eclaircir la peau notamment par 
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ft depigmentation et plus particulierement pour faire disparaitre ou pour attenuer les 
taches colorees apparaissant sur les peaux agees. 

Les compositions mises en oeuvre dans lesdits traitements, se presentent 
generalement sous forme de solutions aqueuses ou hydroalcooliques diluees, 
5 sous forme d'emulsions simples ou multiples, telles que les emulsions eau dans 
huile (E/H), huile dans eau (H/E) ou eau dans huile dans eau (E/H/E), dans 
lesquelles Thuile est de nature vegetale ou minerale, ou sous forme de poudre. 
Elles peuvent aussi etre dispersees ou impregnees sur du textile ou sur des 
materiaux non tisses qu'il s'agisse de lingettes, de serviettes en papier ou de 
10 vetements. 

Les compositions mises en oeuvre dans lesdits traitements, sont 
administrges au sujet sous les formes classiques utilisees en cosm6tique et en 
pharmacie ; il s'agit plus particulierement des administrations topique, orale ou 
parenteral. 

15 De fagon generale, les composes de formule (I) inactivant la proteine 

Kinase A, eventuellement, I'adenylate cyclase et eventuellement antagonistes de 
la Melanocyte Specifique Hormone, qui sont mis oeuvre dans I'invention objet de 
la presente demande de brevet, telle que definie precedemment, sont associes a 
de nombreux types d'adjuvants ou de principes actifs utilises dans les 

20 formulations cosmetiques, qu'H s'agisse, de corps gras, de solvants organiques, 
d'epaississants, de gelifiants, d'adoucissants, d'antioxydants, d'opacifiants, de 
stabilisants, de moussants, de parfums, d'emulsionnants, ioniques ou non, de 
charges, de sequestrants, de chelateurs, de conservateurs, de filtres chimiques 
ou de filtres mineraux, d'huiles essentielles, de matieres colorantes, de pigments, 

25 d'actifs hydrophiles ou lipophiles, d'humectants, comme par exemple la glycerine, 
de conservateurs, de colorants, de parfums, d'actifs cosmetiques, de filtres 
solaires mineraux ou organiques, de charges minerales comme les oxydes de fer, 
oxydes de titane et le talc, de charges synthetiques comme les nylons et les 
poly(methacrylate de methyle) reticules ou non, d'elastomeres silicone, de 

30 sericites ou d'extraits de plantes ou encore de vesicules lipidiques ou tout autre 
ingredient habituellement utilise en cosm&ique. 

Comme exemples d'huiles que Ton peut associer au compose de formule 
(I), on peut citer, les paraffines, les isoparaffines, les huiles blanches minerales, 
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f les huiles vegetales, les huiles animates, les huiles de synthese, les huiles 
siliconees et les huiles fluorees ; et plus particulierement : 

- les huiles cTorigine veg§tale, telles que I'huile d'amandes douces, I'huile de 
coprah, I'huile de ricin, I'huile de jojoba, I'huile d'olive, I'huile de colza, I'huile 
5 d'arachide, I'huile de toumesol, I'huile de germes de ble. I'huile de germes de 
mai's, I'huile de soja, I'huile de coton, I'huile de luzerne, I'huile de pavot, I'huile de 
potiron, I'huile d'onagre, I'huile de millet, I'huile d'orge, I'huile de seigle, I'huile de 
carthame, I'huile de bancoulier, I'huile de passiflore, I'huile de noisette, I'huile de 
palme, le beurre de karite, I'huile de noyau d'abricot, I'huile de calophyllum, I'huile 
10 de sysymbrium, I'huile d'avocat, I'huile de calendula ; 

- les huiles vegetates ethoxylees ; 

- les huiles d'origine animate, telles que le squalene, le squalane ; 

- les huiles minerales, telles que I'huile de paraffine, I'huile de vaseline 
et les isoparaffines ; 

15 - les huiles synthetiques, notamment les esters d'acides gras tels que le 

myristate de butyle, le myristate de propyle, le myristate de cetyle, le palmitate 
d'isopropyle, le stearate de butyle, le stearate d'hexadecyle, le stearate 
d'isopropyle, le stearate d'octyle, le stearate d'isocetyle, I'oleate dodecyle, le 
laurate d'hexyle, le dicaprylate de propyleneglycol, les esters derives d'acide 

20 lanolique, tels que le lanolate d'isopropyle, le lanolate d'isocetyle, les 
monoglycerides, diglycerides et triglycerides d'acides gras comme le triheptanoate 
de glycerol, les alkylbenzoates, les polyalphaolefines, les polyolefines comme le 
polyisobutene, les isoalcanes de synthese comme I'isohexadecane, 
I'isododecane, les huiles perfluorees et les huiles de silicone. Parmi ces demieres, 

25 on peut plus particulierement citer les dimethylpolysiloxanes, 
methylphenylpolysiloxanes, les silicones modifies par des amines, les silicones 
modifies par des acides gras, les silicones modifies par des alcools, les silicones 
modifies par des alcools et des acides gras, des silicones modifies par des 
groupements polyether, des silicones epoxy modifies, des silicones modifies par 

30 des groupements fluores, des silicones cycliques et des silicones modifies par des 
groupements alkyles. 

Comme autre matiere grasse que Ton peut associer a cet actif, on peut citer 
les alcools gras ou les acides gras. 
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Parmi les ♦ polymeres epaississants et/ou emulsionnant utilises dans la 
presente invention, il y a par exemple, les homopolymeres ou copolymeres de 
I'acide acrylique ou de derives de I'acide acrylique, les homopolymeres ou 
copolymeres de I'acrylamide, les homopolymeres ou copolymeres de derives de 
5 I'acrylamide, les homopolymeres ou copolymeres de I'acide acrylamidomethyl 
propanesulfonique, de monomere vinylique, de chlorure de 
trimethylamino6thylacrylate commercialises sous les denominations 
CARBOPOL™ Ultrez™ 10, PEMULEN™ TR1, PEMULEN™ TR2, SIMULGEL™ 
A, SIMULGEL™ NS, SIMULGEL™ EPG, SIMULGEL™ EG, LUVIGEL™ EM, 

10 SALCARE™ SC91, SALCARE™ SC92, SALCARE™ SC95, SALCARE™ SC96, 
FLOCARE™ ET100, HISPAGEL™, SEPIGEL™ 305, SEPIGEL™ 501, 
SEPIGEL™ 502, FLOCARE™ ET58, STABILEZE™ 06; les hydrocolloides 
d'origine vegetale ou biosynthetique comme par exemple la gomme de xanthane, 
la gomme de karaya, les carraghenates, les alginates ; les silicates ; la cellulose 

15 et ses derives ; I'amidon et ses derives hydrophiles ; les polyurethanes. 

Parmi les cires utilisables dans le cadre de la presente invention, on peut 
citer par exemple la cire d'abeille ; la cire de carnauba ; la cire de candelilla ; la 
cire d'ouricoury ; la cire du Japon ; la cire de fibre de liege ou de canne a sucre ; 
les cires de paraffines ; les cires de lignite ; les cires microcristallines ; la cire de 

20 lanoline ; I'ozokerite ; la cire de polyethylene ; les huiles hydrogenees ; les cires 
de silicone ; les cires vegetales ; les alcools gras et les acides gras solides a 
temperature ambiante ; les glycerides solides a temperature ambiante. 

Parmi les emulsionnants utilisables dans le cadre de la presente invention, 
on peut citer par exemple les acides gras ; les acides gras ethoxyles ; les esters 

25 d'acide gras et de sorbitol ; les esters d'acides gras ethoxyles ; les polysorbates ; 
les esters de polyglyc€rol ; les alcools gras ethoxyles ; les esters de sucrose ; les 
alkylpolyglycosides ; les alcools gras sulfates et phosphates ou les melanges 
d'alkylpolyglycosides et d'alcools gras d6crits dans les demandes de brevet 
frangais 2 668 080, 2 734 496, 2 756 195, 2 762 317, 2 784 680, 2 784 904, 2 791 

30 565, 2 790 977, 2 807 435 et 2 804 432. 

Comme exemples de principe actif que Ton peut associer au compos6 de 
formule (I), afin d'en potentialiser par synergie ses proprietes, on peut citer les 
composes ayant une action eclaircissante ou d6pigmentante tels que par exemple 
I'arbutine, I'acide kojique, Thydroquinone, I'acide ellagique, la vitamine C, le 
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magnesium ascorbyl phosphate les extraits de polyphenols, les extraits de raisin, 
les extraits de pin, les extraits de vin. les extraits d'olives, les extraits de mare, les 
proteines N-acylees, les peptides N-acyles, les acides amines N-acyles, les 
hydrolysats partiels de proteines N-acyl§s, les acides amines, les peptides, les 
5 hydrolysats totaux de proteines, les hydrolysats partiels de proteines, les polyols 
(comme par exemple, la glycerine, le butytene glycol ...), I'uree, I'acide 
pyrrolidonecarboxylique ou les derives de cet acide, I'acide glycyrrh6tinique, 
I'alpha-bisabolol, les sucres ou les derives des sucres, les polysaccharides ou 
leurs derives, les hydroxyacides comme par exemple I'acide lactique, les 

10 vitamines, les derives de vitamines comme le Retinol, la vitamine E et ses derives, 
les mineraux, les enzymes, les co-enzymes, comme, le Coenzyme Q10, les 
hormones ou "hormone like", les extraits de soja comme par exemple, la 
Raffermine™, les extraits de ble comme par exemple la Tensine™ ou la 
Gliadine™, les extraits vegetaux, tels que les extraits riches en tanins, les extraits 

15 riches en isoflavones ou les extraits riches en terpenes, les extraits d'algues d'eau 
douce ou marines, les cires essentielles, les extraits bacteriens, les mineraux, les 
lipides en general , les lipides tels que les ceramides ou les phospholipides, les 
actifs ayant une action amincissante comme par exemple, la cafeine ou ses 
derives, les actifs ayant une activite anti-microbienne ou une action purifiante vis a 

20 vis des peaux grasses tels que le Lipacide™ PVB, les actifs ayant une propriete 
6nergisante ou stimulante comme le Sepitonic™ M3 ou le Physiogenyl™ le 
panthenol et ses derives comme le Sepicap™ MP, les actifs anti-age comme que 
Sepilift™ DPHP, le Lipacide™ PVB, le Sepivinol™, le Sepivital™, les actifs 
hydratants comme le SEPICALM™ S, le SEPICALM™ VG et le lipacide™ DPHP, 

25 les actifs anti-age " anti-photo vieillissement M , les actifs protecteurs de Tintegrite 
de la jonction dermo-epidermique, les actifs augmentant la synthese des 
composants de la matrice extracellulaire. 

Comme filtre solaire que Ton peut incorporer dans la composition selon 
invention, on peut citer tous ceux figurant dans la directive cosmetique 

30 76/768/CEE modifiee annexe VII. 

Selon un dernier aspect de la presente invention, celle-ci a pour objet le N- 
(tu-undecylenoyl) phenylalanine de formule : 
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son utilisation en cosmetique, les compositions pharmaceutiques en cdntenant et 
les emulsions caracterisees en ce qu'elles en contiennent entre 0,01 % et 10 % 
5 de leurs poids, plus particulierement entre 0,1 % a 5 % de leurs poids, et tout 
particulierement entre 1 % et 5 % de leurs poids. 

L'6tude experimental suivante illustre invention sans toutefois la limiter. 

Evaluation in vitro de I'activite depiamentante de I'undecvlenovl 
10 phenylalanine 

L'objectif de cette §tude a ete de mettre en evidence I'activit6 
depigmentante du N-undecylenoyl phenylalanine, selon un mecanisme impliquant 
I'effet antagoniste de la molecule sur le recepteur de type 1 de I'oMelanocyte 
Specifique Hormone (a-MSH), denomme recepteur MC1R. Ce type de recepteur 

1 5 pharmacologique est principalement rencontre dans les melanocytes. 

Le controle de la melanogenese a partir de ce recepteur, est represente sur 
la figure 1. II implique notamment Tadenylate cyclase, TAMPc, la proteine kinase A 
et la tyrosinase. En se fixant sur le recepteur MC1R, Ta-MSH stimule la sous-unite 
a de la proteine G Stimulatrice (Prot GaS). Cette derniere active I'enzyme 

20 adenylate cyclase qui convertit Tadenosine triphosphate (ATP) en adenosine 
monophosphate cyclique (AMPc). L'AMPc active les proteines kinase A (PK A), 
qui transforment la tyrosinase en tyrosinase phosphorylee qui stimule la 
melanogenese. 

Dans une premiere etape, Petude a done consiste a evaluer les capacites 
25 de fixation du N-undecylenoyl phenylalanine sur les recepteurs MC1R, que Ton 
rencontre dans les melanocytes. 
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< Dans une seconde etape, I'effet du N-undecylenoyl phenylalanine a ete 
evalue sur les activites de I'adenylate cyclase, de la proteine kinase A et de la 
tyrosinase. 

Dans une troisieme etape, Tactivite depigmentante du N-undecylenoyl 
5 phenylalanine a ete determinee in vitro sur des cultures de melanocytes de la 
lignee B16/F1 par mesure des contenus intra- et extracellulaires en melanine et 
par mesure de Tactivite tyrosinase. 

Dans une quatrieme etape, I'activite depigmentante du N-undecylenoyl 
phenylalanine a 6te evaluee dans un modele d'Spidermes humains reconstruits 
10 pigments (phototype IV) afin de tester I'efficacite du produit en conditions reelles 
d'application (application topique du produit formule). 

Les effets du produit ont 6te compares a ceux observes a ceux de 
differents produits depigmentants de reference, I'hydroquinone, I'acide kojique et 
Tarbutine. 

15 

1 ■ Etude d'affinite sur les recepteurs MC1R 

On a compare I'affinite du N-undecylenoyl phenylalanine, de I'acide kojique 
et de I'arbutine. 

Les recepteurs MC1 R sont isoles a partir des membranes cellulaires de 
20 melanocytes murins de la lignee B16/F1 par la methode decrite dans : Siegrist W., 
Oestreicher M., Stutz M., Girard J. and Eberle A.E. ; J. Recep. Res., 8, 1988, 323- 
343". 

Le N-undecylenoyl phenylalanine, Tarbutine et Tacide kojique sont dilues a 
une concentration de 10 mg / ml dans une solution aqueuse de soude 
25 decinormale. lis sont testes chacun separement aux concentrations de 0,1 mg / ml 
et 1 mg / ml- La soude n'a pas d'effet sur le parametre etudie. 

Les recepteurs MC1R sont incubes, en presence ou en absence de ces 
produits, avec un ligand radioactif marque a Tiode 125, le Nucleoside 
diphosphate-a-Melanocyte Specifique Hormone [ 125 l]NDP-a-MSH a la 
30 concentration de 0,05 nM, pendant 90 minutes a 22°C. 

Des cultures t6moins sont incubees, en absence de produit, et en presence 
du ligand radioactif. Chaque essai est realise trois fois. 

Apres 90 minutes d'incubation, les membranes cellulaires sont rapidement 
filtrees et les filtres sont laves plusieurs fois par du tampon froid. La quantite de 
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Hgand radioactif fixe aux recepteurs MC1R est mesuree avec un compteur a 
scintillation (Topcount, PACKARD). 

Les resultats consignes dans le tableau suivant, sont les moyennes des 
trois essais realisees pour chacun des produits; lis sont exprimes en pourcentage 



5 de liaison specifique par rapport au groupe temoin et en pourcentage d'inhibition 
de cette liaison. 



Produits Test6s 


Activite par rapport au temoin . 


Inhibition de la liaison 
sp6cifique par les produits 
testes 




a 0,1 mg / ml 


a 1 mg / ml 


a 0,1 mg / ml 


a 1 mg / ml 


Arbutine 


100,8010,55 


96,30 ±4,16 


0% 


3,7 % 


Acide kojique 


104,5011,38 


124,00 ±1,87 


0% 


0% 


N-undecylenoyl 
phenylalanine 


57,70 ± 2,38 


4,20 ± 0,86 


42,3 % 


95,8 % 



Les resultats mettent en evidence qu'aux concentrations testees, ni 
I'arbutine, ni I'acide kojique, qui sont les composes depigmentants de reference, 
10 ne deplace la liaison specifique du ligand, le [ 125 l]NDP-a-MSH ; au contraire le N- 
undecylenoyl phenylalanine deplace respectivement de 42 % et 96 % la liaison du 
[ 125 l]NDP-a-MSH au recepteurs MC1R. 

2 - Etude de ['activation de I'adenylate cyclase 
15 On a compare Tinfluence du N-undecylenoyl phenylalanine, de I'acide 

kojique et de Tarbutine sur la conversion de TATP en AMPc par un dosage 

radioimmunologique 

L'adenylate cyclase qui convertit TATP en AMPc, est extraite de cerveaux 

de rats, par la methode d6crite dans "Salamon Y M Londos C. and Rodbell M. ; 
20 Anal. Biochem., 58, 1974, 541-548" ; elle est ensuite activ6e par 10 pM de 

forskoline. 

Le N-undecylenoyl phenylalanine, Tarbutine et Tacide kojique sont dilues & 
une concentration de 10 mg / ml dans une solution aqueuse de soude 
decinormale. lis sont testes chacun separement a la concentration de 1 mg / ml. 
25 La soude n'a pas d'effet sur le parametre etudie. 
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L'enzyme activee est incubee, en presence ou en absence de ces produits, 
et en presence d'ATP a 0,5 mM, pendant 30 minutes a 30°C. 

Des cultures temoins sont incubees, en absence de produit, et en presence 
d'ATP. Chaque essai est realise trois fois. 

Apres 30 minutes d'incubation, !a quantite d'AMPc produit est evaluee par 
un dosage radioimmunologique realise a I'aide d'un kit commercial ; la 
radioactivite est mesuree avec un compteur a scintillation (Topcount, PACKARD), 
une moindre radioactivite traduisant une moindre activation de I'adenylate 
cyclase. 

Les r6sultats consignes dans le tableau suivant, sont les moyennes des 
trois essais realisees pour chacun des produits; lis sont exprimes en pourcentage 
d'activite enzymatique par rapport au groupe temoin et en pourcentage 
d'inhibition. 



Produits testes 


Activite enzymatique par 
rapport au temoin 


Inhibition de I'activite de 
I'adenylate cyclase. 


Arbutine 


109,7 ±4,6% 


0% 


acide kojique 


45,0 ± 6,5 % 


55% 


N-undecylenoyl 
phenylalanine 


-16,0 + 0,5% 


100% 



Les resultats mettent en evidence qu f a 1 mg / ml, alors que I'arbutine 
n'induit aucun effet sur cet enzyme, I'acide kojique induit un effet moyen et le N- 
undecylenoyl phenylalanine une inactivation complete. 



3 - Etude de I'activite de la proteine kinase A 
20 On a compare Influence du N-undecylenoyl phenylalanine, de I'acide 

kojique et de I'arbutine sur la phosphorylation de la tyrosinase par la proteine 
kinase A (PK A). 

La proteine kinase A est extraite de cerveaux de bceuf par la methode 
decrite dans : "Chijiwa T., Mishima A., Hagiwara M., Sano M., Hayashi K., Inoue 
25 T., Naito K., Shioka T. t Hidaka H.; J.Biol.Chem., 265, 1990,5267-5272" . Puis elle 
est activee par 3 pM de d'AMPc. 

Le N-undecylenoyl phenylalanine, I'arbutine et Tacide kojique sont dilues a 
une concentration de 10 mg / ml dans une solution aqueuse de soude 
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decinormale. II sont testes chacun separement a la concentration de 1 mg / ml. 
La soude n*a pas d'effet sur le parametre etudiS. 

L'enzyme activee est incubee, en presence ou en absence de ces produits, 
et en presence d'ATP radioactif marque au 33 P ([y-^PJATP) et de 200 pg / ml 
5 d'histone H,, pendant 20 minutes a 30°C. 

Des cultures temoins sont incubees, en absence de produit, et en presence 
d'ATP radioactif et d'histone Chaque essai est realise trois fois. 

Apres 20 minutes d'incubation, la quantite d'histone H 1 phosphorylee 
marquee au M P est mesuree avec un compteur a scintillation (Topcount, 
10 PACKARD), une moindre radioactivite traduisant une moindre activation de la 
proteine kinase A. 

Les resultats consignes dans le tableau suivant, sont les moyennes des 
trois essais realisees pour chacun des produits; lis sont exprimes en pourcentage 
d'activite enzymatique par rapport au groupe temoin et en pourcentage 
15 d'inhibition. 



Produits testes 


Activite enzymatique par 
rapport au temoin. 


Inhibition de Tactivite de la 
proteine kinase A. 


Arbutine 


90,9 ± 8,4 % 


9,1 % 


acide kojique 


113,3 ±5,0% 


0% 


N-undecylenoyl 
phenylalanine 


-0,4 ± 0,3 % 


100% 



Les resultats mettent en evidence qu'a 1 mg / ml le N-undecylenoyl 
phenylalanine inhibe completement I'activite de la proteine kinase A contrairement 
20 a Tacide kojique ou a Tarbutine. 

4 - Etude de I'activite de la tyrosinase phosphorylee 

On a compare influence du N-undecylenoyl phenylalanine, de 
Thydroquinone, de Tacide kojique et de Tarbutine sur I'activite de la tyrosinase 
25 phosphorylee en mesurant la transformation de L-Tyrosine en L-DOPA et 
DOPAquinone qui est un produit colore quantifiable par spectrophotometrie (a 490 
nm). 

La tyrosinase utilisee est un produit commercial extrait de champignons. 
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Le* N-undecylenoyl phenylalanine, I'hydroquinone, I'arbutine et I'acide 
kojique sont dilues a une concentration de 10 mg / ml dans une solution aqueuse 
de soude decinomnale. II sont testes chacun separement aux concentrations de 
0,1 mg / ml et 1 mg / ml. La soude n*a pas d'effet sur le parametre etudie. 
5 La tyrosinase a 66,66 Ul / ml est incubee, en presence ou en absence de 

ces produits, et en presence de tyrosine a 0,2 mM, pendant 10 minutes a 37°C. 

Des cultures temoins sont incubees, en absence de produit, et en presence 
de tyrosinase et de L-tyrosine. Chaque essai est realise trois fois. 

Apres 10 minutes dlncubation, la quantite d'histone de DOPAquinone 
10 formee est mesuree avec un spectrophotometre d 490nm. 

Les resultats consignes dans le tableau suivant, sont les moyennes des 
trois essais realisees pour chacun des produits; lis sont exprimes en U/l d'activite 
tyrosinase et en pourcentage d'inhibition de Tactivite enzymatique par rapport au 
temoin. 

15 



Produits testes 


Pourcentage d'inhibition de Tactivite 

de la tyrosinase par les produits testes par rapport 

au temoin 




a 0,1 mg / ml 


£ 1 mg / ml 


Hydroquinone 


78 


80 


Arbutine 


73 


80 


acide kojique 


76 


80 


N-undecylenoyl 
phenylalanine 


80 


100 



Les resultats mettent en evidence qu'aux concentrations de 0,1 mg / ml et 
de 1 mg / ml, I'ensemble des produits testes inhibe de fagon significative, Tactivite 
de la tyrosinase. Dependant I'activite inhibitrice de I'undecylenoyl phenylalanine 
20 est superieure a celle des autres produits testes. 

5 - Etude de I 'activite depiqmentante dans des cultures de melanocytes 
B16/F1 

On a compare Influence du N-undecylenoyl phenylalanine, de 
25 Thydroquinone, de Tacide kojique et de I'arbutine sur la production de melanine 
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intracellulaire et de melanine extracellulaire, dans des cultures de melanocytes 
B16/F1 et sur Tactivite de la tyrosinase phosphorylee. 

Les melanocytes murins de la Iign6e B16/F1 sont ensemences dans des 
plaques de culture de 96 puits a la densite de 1500 cellules/puits. Les cellules 
5 sont cultivSes dans un milieu de culture (milieu MCM) & 37°C dans une 
atmosphere humide contenant 5 % de C0 2 . Les cellules sont utilisees a 60% de 
confluence, soit4 jours apr£s I'ensemencement. 

Le milieu MCM a la composition suivante : Milieu DMEM (Oulbecco's 
Modified Eagle's Medium) contenant 4,5 g/l de glucose additionn6 de L-Glutamine 
10 (2 mM), de penicilline (50 Ul / ml), de streptomycine (50 pg / ml) et de serum de 
veau foetal (10 % v/v). 

Le N-undecylenoyl phenylalanine est dilue a 4 mg/ml dans une solution 
aqueuse de soude decinormale. II est teste a 40 pg / ml dans le milieu MCM. La 
soude n'a pas d'effet sur les parametres analyses. 
15 L'hydroquinone est testee a 5 pg / ml dans le milieu MCM. Compte tenu de 

sa toxicite, elle n'est pas testee a 40 pg / ml. 

L'arbutine et I'acide kojique sont testes a 40 pg / ml dans le milieu MCM. 

Les cultures de melanocytes sont incubees en presence du produit a I'essai 
ou des produits de reference pendant 72 heures a 37°C, dans une atmosphere 
20 humide contenant 5 % de C0 2 . 

Des cultures temoins sont incubees, en absence de produit, dans le milieu 
MCM. Ces cultures temoins sont r6alis§es sur chaque plaque de culture. 

Chaque essai est realise six fois. 

25 5.1 - Mesure du contenu extracellulaire en melanine 

Apres 72 heures d'incubation, les milieux d'incubation des cellules (n=6) 
sont preleves et stockes a -80°C jusqu'au moment de revaluation des effets. La 
melanine extracellulaire est quantifiee par spectrophotometrie a 450 nm. Une 
gamme d'etalonnage de melanine est realisee en parallele. 
30 Les resultats sont exprimes en pg / ml de melanine extracellulaire et en 

pourcentage d'inhibition par rapport au groupe temoin. 



Produits 


Melanine extracellulaire 


Inhibition de la production de 


testes 


(temoin : 43 ± 1 1 pg / ml) 


melanine extracellulaire. 
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Produits 
testes 


Melanine extracellulaire 
(temoin : 43 ± 1 1 pg / ml) 


Inhibition de la production de 
melanine extracellulaire. 


Hydroquinone a 
5 |jg / ml 


7 ± 1 pg / ml 


85% 


Arbutine a 40 
Mg/ml 


23 ± 6 pg / ml 


47% 


acide kojique a 
40 pg / ml 


13±2pg/ml 


70% 


N-undecylenoyl 
phenylalanine a 
40 pg / ml 


12 ±1 pg/ml 


72% 



5.2 - Mesure du contenu intracellular en melanine 

Apres 72 heures d'incubation, une partie des tapis cellulaires (n = 3) est 
rinc6e avec du tampon phosphate salin (PBS ; pH = 7,4) dont la composition est 
5 la suivante : NaCI : 8 g/ 1 ; Na 2 HP0 4 : 1,15 g / 1 ; KH 2 P0 4 : 0,2g/l ; KCI : 0,2 g / 1 ; 
CaCI 2 : 0,1g / I ; MgCI 2 : 0,1 g / 1 . La melanine intracellulaire est solubilisee par 
une incubation, sous agitation, pendant 30 minutes a temperature ambiante en 
presence de soude decanormale. 

La melanine intracellulaire est quantifiee par spectrophotometrie a 450 nm. 
10 Une gamme d'etalonnage de melanine est realisee en parallele. 



Les resultats sont exprimes en pg / ml de melanine intracellulaire et en 
pourcentage d'inhibition par rapport au groupe temoin. 



Produits testes 


Melanine intracellulaire 
obtenue 

(temoin : 20 ± 4 pg / ml) 


Inhibition de la production de 
melanine intracellulaire. 


Hydroquinone a 
5 pg / ml 


0,2 ±0,1 pg/ml 


100% 


Arbutine a 
40 pg / ml 


16 ±2 pg/ml 


19% I 


acide kojique a 
40 pg / ml 


17 ± 1 pg/ml 


17% 
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Produits testes 


Melanine intracellulaire 
obtenue 

(temoin : 20 ± 4 pg / ml) 


Inhibition de la production de 
melanine intracellulaire. 


N-undecylenoyl 
phenylalanine a 
40 pg / ml 


7 ± 3 (g / ml 


66% 



5.3 - Mesure de I'activite de la tyrosinase phosphorylee 

Apres 72 heures d'incubation, la seconde partie des tapis cellulaires (n=3) 
est rincee avec du PBS. Les cellules sont lysees par du Triton™ X100 a une 
5 concentration de 0,1 % (p / v) pendant 30 minutes a temperature ambiante. 
Uactivite de la tyrosinase endogene est evaluee par addition de 0,1 % (p / v) de L- 
DOPA, puis incubation de 3 heures a 37°C a I'abri de Pair et de la lumiere. La 
DOPAquinone, formee par la reaction entre la tyrosinase et la L-DOPA, est 
mesuree par spectrophotometrie a 450 nm. Une gamme d'etalonnage de 
10 tyrosinase purifiee est realisee en parallele. 



Les resultats sont exprimes en Ul / ml d'activite tyrosinase et en 
pourcentage dlnhibition par rapport au groupe temoin. 



Produits testes 


Activite tyrosinase 
(temoin : 9,8 ± 0,3 Ul / ml) 


Inhibition de I'activite de 
la tyrosinase. 


Hydroquinone a 5 \sg / ml 


3,0 ± 0,3 Ul / ml 


69% 


Arbutine a 40 \ig I ml 


7,6 ± 1,1 Ul/ml 


23% 


acide kojique a 40 pg / ml 


6,8 ± 0,1 Ul / ml 


31 % 


N-undecyl6noyl 
phenylalanine a 40 ug / ml 


3,2 ± 0,6 Ul / ml 


67% 



5.4 - Mesure du contenu intracellulaire en proteines 

15 Ce dosage permet d'evaluer la cytotoxicite des produits testes. II est realise 

dans les lysats cellulaires prepares comme decrit au paragraphe precedent. 

Le dosage des proteines est realise selon la methode au bleu de 
Coomassie decrite par : "Bradford M. ; Anal. Biochem., 72, 1976, 248-254". La 
mesure se fait par spectrophotometrie a 640 nm. Une gamme d'etalonnage 

20 d^lbumine serique bovine (BSA) est realisee en parallele. 
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Les resultats sont exprimes en mg / ml de proteines et en pourcentage 
(inhibition par rapport au groupe temoin. 



Produits testes 


proteines totales 

(temoin : 0,45 ± 0,01 ) 


Inhibition de la quantite 
de proteines. 


Hydroquinone a 5 (jg / ml 


0,28 ± 0,01 mg / ml 


38% 


Arbutine a 40 pg / ml 


0,43 ± 0,01 mg / ml 


5% 


acide kojique a 40 pg / ml 


0,41 ± 0,02 mg / ml 


10 % 


N-undecylenoyl 
phenylalanine a 40 ug / ml 


0,38 ± 0,01 mg / ml 


17% 



5.5 - Analyse des resultats 

5 Apres 72 heures d'incubation, Thydroquinone, testee a 5 pg / ml, inhibe 

respectivement de 85% le contenu extracellulaire en melanine, de 100% le 
contenu intracellular en melanine et de 69% Tactivite tyrosinase. Cependant 
Teffet depigmentant de Thydroquinone provient en partie de son effet cytotoxique 
car une diminution de 38% de la quantite totale de proteines est observee. 

10 Uarbutine, testee a 40 pg / ml, inhibe respectivement de 47% le contenu 

extracellulaire en melanine, de 19% le contenu intracellulaire en melanine et de 
23% ('activite tyrosinase. A cette concentration, Tarbutine n'a pas d'effet sur le 
contenu total en proteines. 

L'acide kojique, teste a 40 pg / ml, inhibe respectivement de 70% le 

15 contenu extracellulaire en melanine, de 1 7% ie contenu intracellulaire en melanine 
et de 31% Tactivite tyrosinase. A cette concentration, l'acide kojique n'a pas d'effet 
significatif sur le contenu total en proteines. 

Le N-undecylenoyl phenylalanine, teste a 40 pg / ml, inhibe respectivement 
de 72% le contenu extracellulaire en m6lanine, de 66% le contenu intracellulaire 

20 en melanine et de 67% Tactivite tyrosinase. A cette concentration, le N- 
undecylenoyl phenylalanine diminue de 17% le contenu total en proteines. 

Le N-undecylenoyl phenylalanine pr6sente done une activite 
depigmentante mise en evidence par une diminution concomitante des contenus 
intra- et extracellulaire en melanine et de Tactivite tyrosinase. Son activite 

25 depigmentante n'est pas liee, contrairement a celle de Thydroquinone, a un effet 
cytotoxique. II presente une activite depigmentante superieure a celles de 
Tarbutine et de Tacide kojique. 



WO 03/061768 



24 



PCT/FR03/00210 



6 - Etude de I'activite depigmentante dans des epidermes humains 
reconstruits 

On a compare I'influence du N-undecylenoyl phenylalanine, de 
5 I'hydroquinone, de I'acide kojique et de I'arbutine sur la production de melanine 
intracellulaire et de melanine extracellulaire, dans des cultures de melanocytes 
B16/F1 et sur la coloration des epidermes. 

Des epidermes humains pigmentes (phototype IV) fournis par SKINETHIC 
de 0,63 cm 2 , sont reconstruits a partir d'une co-culture de keratinocytes humains 
10 normaux (peau de Pavant bras, donneur de 3 ans, 2 d passage) et de melanocytes 
humains normaux (peau de I'avant bras, donneur de 4 ans de phototype IV, 3*"" 
passage). Le rapport keratinocytes /melanocytes est de 10:1. Les cocultures sont 
ensemencees sur des filtres inertes de polycarbonate. Elles sont cultivees 
pendant 10 jours dans le milieu fourni par SKINETHIC constitue du milieu MCDB 
15 153, additionne de 5 pg / ml d'insuline, de 1,5 mM de calcium et de facteurs de 
croissance. 

Pour ces essais, les produits sont testes apres avoir ete incorpores dans 
une formulation cosmetique consistant en emulsion comprenant une phase 
aqueuse, 10 % en poids d'une phase grasse (Lanol™1688), 2% en poids d'un 
20 emulsionnant (SIMUGEL™ EG), 0,5% en poids de conseryateurs (0,3% de 
SEPICIDE™HB + 0,2% de SEPICIDE™ CI), apres incorporation du principe actif, 
la formulation est ajuste a pH = 5,5. 

Le N-undecylenoyl phenylalanine, I'arbutine et I'acide kojique y sont 
incorpores a chaud (75°C) dans une proportion de 1 % ou 3 % en poids par 
25 volume (p / v). 

A cause de sa toxicite, Thydroquinone y est incorporee a une concentration 
de 0,1 % en poids par volume (p / v). 

Les epidermes sont mis en culture dans des plaques de 6 puits contenant 1 
ml du milieu decrit ci-dessus. lis sont incubes a 37°C dans une atmosphere 
30 humide contenant 5% de C0 2 . 

Les formulations contenant les differents principes actifs, sont appliques a 
la surface des 6pidermes, § raison de 2 pi / epiderme, a Taide d'un inoculateur 
bacteriologique sterile, ^application est r6alis6e tous les jours pendant 4 jours 
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consecutifs. Le milieu d'incubation des epidermes reconstruits est renouvele tous ♦ 
les jours, pendant 4 jours consecutifs. 

Des epidermes temoins, sont traites, avec une formulation sans principe 
actif. Chaque essai est realise deux fois. 

5 

6.1 - Mesure chromametrique de la pigmentation des epidermes. 

Trois jours apres la demiere application topique, la couleur des epidermes 
est evaluee par un chromametre (MINOLTA) en mesurant les parametres L*. a* et 
b* suivants : 

10 L* est I'indice de luminosity Un produit depigmentant doit augmenter ce 

parametre ; 

a* repr6sente le spectre de couleur du bleu au vert. Un produit 
depigmentant doit diminuer ce parametre ; 

b* : represente le spectre de couleur du rouge au jaune. Un produit 
1 5 depigmentant doit diminuer ce parametre. 



Les resultats sont exprimes en unite arbitraire (UA) de chaque parametre et 
en pourcentage du groupe temoin. 



Produits testes 


L* 


a* 


b* 




temoin : 

41,38 ± 0,69 UA 


temoin : 

10,23 ±0,51 UA 


temoin : 

7,54 1 0,00 UA 




UA 


% 


UA 


% 


UA 


% 


Hydroquinone 
formule a 
0,1 %(p/v) 


40,59 ± 2,41 


-9 


10,1911,21 


0 


7,73 1 0,03 


+3 


Arbutine 
formule a 
1 %(p/v) 


40,48 ± 0.85 


+2 


10,0210,13 


-2 


7,6410,19 


+1 


Arbutine 
formule a 
3%(p/v) 


41,1310,54 


+1 


9,8610,18 


-4 


7,73 1 0,34 


+3 


acide kojique 
formule a 
1 %(p/v) 


40,11 ± 1,41 


+3 


10,90 + 0,51 


+7 


7,67 1 0,03 


+3 
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acide kojique 
formule a 
3%(p/v) 


41 ,69 ±0,65 


0 


9,36 ±1,02 


-8 


7,1 3 ±0,09 


-5 


N-undecylenoyl 
phenylalanine 
formule a 
1 % (p / v) 


41,34 ± 1,15 


0 


9,01 ±1,33 


-12 


5,96 ± 0,42 


-21 


N-undecylenoyl 
phenylalanine 
formule a 
3%(p/v) 


45,22811,49 


+9 


8,78 ± 0,52 


-14 


5,38 ± 0,06 


-29 



6.2 - Mesure du contenu intracellulaire en melanine 

Trois jours apres la derntere application topique et aprds la mesure 
chromametrique, la m6lanine intracellulaire est extraite des epidermes par une 
5 incubation de 45 minutes a 100°C dans du Soluene™ 350 (200 pl/6piderme), 
comme decrit dans : "Ozeki H., Ito, S., Wakamatsu K., Hirobe T. ; J. Invest. 
Dermatol. ,105, 1995, 361-366. Les echantillons sont centrifuges pendant 10 
minutes a 10 000 rpm. 

La melanine intracellulaire extraite est mesuree par spectrophotometrie a 
10 500 nm. Une gamme d f etalonnage de melanine est realisee en parallele. 



Les resultats sont exprimes en mg / ml de melanine intracellulaire et en 
pourcentage d'inhibition par rapport au groupe temoin. 



Produits testes 


Melanine intracellulaire 
(temoin : 347 ± 2 pg / ml) 


Inhibition de la quantite de 
melanine intracellulaire. 


Hydroquinone 
formule a 
0,1 % (p / v) 


317±0ug/ml 


-9% 


Arbutine formule a 
1 %(p/v) 


242 ± 46 pg / m) 


-28 % 


Arbutine a 
3%(p/v) 


263 ± 16 pg/ml 


-24 % 
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Produits testes 


Melanine intracellular 
(temoin : 347 ± 2 pg / ml) 


Inhibition de la quantite de 
melanine intracellulaire. 


acide kojique a 
1 %(p/v) 


273 ± 2 |jg / ml 


-21 % 


acide kojique a 
3%(p/v) 


234 ± 19 pg/ml 


-33 % 


N-undecylenoyl 
phenylalanine a 
1 %(p/v) 


264 ±9 pg/ml 


-24 % 


N-undecylenoyl 
phenylalanine a 
3%(p/v) 


264 ±11 pg/ml 


-24 % 



6.3 - Analyse des resultats 

L'hydroquinone, testee en application topique a une concentration de 0,1 % 
(p / v) dans une emulsion, n'a d'effet significatif ni sur les parametres 
5 chromametriques L*, a* et b* ni sur ie contenu en melanine des epidermes 
humains reconstruits. L'absence d'effet depigmentant de l'hydroquinone est due 
soit a la faible concentration testee deliberement choisie comme non cytotoxique, 
soit a la duree courte du traitement. 

L'arbutine, testee en application topique a 1 et 3% (p / v) dans une 
10 emulsion, n'a pas d'effet significatif sur les parametres chromametriques L*, a* et 
b*. Par contre il inhibe respectivement de 28 et 24% Ie contenu en melanine des 
epidermes humains reconstruits. 

L'acide kojique, teste en application topique a 1 et 3 % (p / v) dans une 
emulsion, n'a pas d'effet significatif sur les parametres chromametriques L*. a* et 
15 b* Par contre, elle inhibe respectivement de 21 et 33% Ie contenu en melanine 
des 6pidermes humains reconstruits. 

Le N-und6cyl6noyl phenylalanine, teste a en application topique a 1 % (p / 
v) dans une emulsion, inhibe de 15% le paramdtre de couleur b* et de 24% le 
contenu en m§lanine des epidermes humains reconstruits. 
20 A une concentration de 3 % (p / v), le N-undecylenoyl phenylalanine 

augmente de 9% le parametre L*, et diminue de fagon concomitante de 14% le 
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parametre de couleur a*, de 29% le parametre de couleur b* et de 24% le contenu 
en melanine des epidermes reconstruits. 

Ces essais sur epidermes reconstruits, font apparaitre que le N- 
undecylenoyl phenylalanine presente une activite depigmentante amelioree par 
5 rapport a celle des produits de reference, en ce qu'elle influe tant sur les 
parametres chnomametriques que sur le taux de melanine intracellular. 

7 - Conclusion 

Lensemble des resultats obtenus dans cette etude met en evidence une 
10 forte activite depigmentante du N-und6cylenoy1 phenylalanine. Cette derniere est 
quantifiee aussi bien dans des cultures de melanocytes que dans un module 3D 
compose d'epidermes humains reconstruits. Contrairement aux produits de 
reference, I'activit6 depigmentante du N-undecylenoyl phenylalanine met en jeu 
les recepteurs MC1R. Le N-undecylenoyl phenylalanine est un antagoniste du 
1 5 recepteur a MC1 R et il inhibe toutes le etapes du cycle de I'a-MSH impliquee dans 
la melanogenese. 

Exemples de formulation cosmetiques 

Exemple 2 : Emulsion-Soin eclaircissant pour peau mature 



MONTANOV™ 202 


02, 00 % 


MONTANOV™ 68 


02,00 % 


Caprylic capric triglycerides 


10,00 % 


Squalane 


10,00% 


Eau 


QSP100% 


N-undecylenoyl phenylalanine 


01 ,00 % 


SEPIGEL™ 305 


00,70 % 


Magnesium ascorbyl phosphate 


02,00 % 


SEPICIDE™ HB 


00,30 % 


SEPICIDE™ CI 


00,20 % 


Parfum 


00,50 % 



Exemple 3 : Emulsion-Soin raffermissant eclaircissant 
MONTANOV™ 202 
Soude a 24 % 



03, 00 % 
00,06 % 
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Ethyl hexyl methoxycinnamate 06,00 % 

LANOL™1688 08,00% 

Benzophenone-3 04,00 % 

Eau QSP 100 % 

5 N-undecylenoyl phenylalanine 02,00 % 

SIMULGEL™ NS 00,50 % 

Sepilift™ DPHP 00,50 % 

Dimethicone 02,00 % 

Cyclomethicone 02,00 % 

10 Arbutine 0.3 % 

SEPICIDE™ HB 00,30 % 

SEPICIDE™ CI 00.20 % 

Parfum 00,10 % 



15 Exemple 4 : Gel-creme eclaircissant aux alphahvdroxvacides 

Hydroxyethylcellulose 00,80 % 

Ethylhexyl octanoate 05,00 % 

Sodium lactate a 60 % 14,00 % 

Eau QSP 100% 

20 N-undecylenoyl phenylalanine 03,00 % 

SEPIGEL™ 305 04,20 % 

SEPICIDE™ HB 02,00 % 

SEPICIDE™ CI 03,00 % 

Parfum 00,10% 

25 

Exemple 5 : Emulsion- Soin eclaircissant 

MONTANOV™ L 01,00% 

Cetyl alcool 02,00 % 

Isodecyl neopentanoate 12,00 % 

30 Cetearyl octanoate 10,00% 

Glycerine 03,00 % 

Eau QSP 100% 

N-undecylenoyl phenylalanine 01 ,00 % 

SIMULGEL™ EG 02,00 % 
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Acide kojique 
SEPICIDE™ HB 



Parfum 



SEPICIDE™ CI 



01,00% 
00,30 % 
00,20 % 
00,10% 



5 



Exemple 6 : Lotion eclaircissante 
ORAMIX™ CG110 



05,00 % 
00,08 % 



KATHON™ CG 



Eau 



QSP100% 



10 



N-undecylenoyl phenylalanine 
Parfum 



01,00% 
00,10% 



Cette lotion peut etre vendue en flacons ou impregnee sur des lingettes. 

Les definitions des produits commerciaux utilises dans les exemples sont 
les suivantes : 

15 SEPILIFT™ DHP (Denomination INCI : Dipalmitoyl hydroxyproline), 
commercialise par la societe SEPPIC. 

SEPICIDE™ HB est un melange conservateur comprenant du Phenoxyethanol, 
du mmthylparaben, de I'ethylparaben, du propylparaben et du butyl paraben, 
commercialism par la socimtm SEPPIC. 
20 SEPICIDE™ CI est de rimidazolidinyl uree, commercialism par la societe SEPPIC. 
SEPICALM™ VG (Denomination INCI : sodium palmitoyl proline et extrait de fleur 
de nenuphar), commercialism par la societe SEPPIC. 

KATHON™ CG (D6nommination INCI : mmthyl isothiazolinone / Methyl 
chloroisothiazolinone). 
25 SIMULGEL™ EG est un latex inverse de copolymere (denomination INCI : 
Sodium acrylate/Sodium acryloyldimethyl taurate copolymer et Isohexadecane et 
Polysorbate 80 ) commercialism par la socimtm SEPPIC. 

SIMULGEL™ NS est un latex inverse de copolymmre (dmnomination INCI : 
hydroxyethylacrylate/Sodium acryloyldimethyl taurate copolymer et squalane et 
30 Polysorbate 60 ) commercialism par la socimte SEPPIC. 

LANOL™ 1688 est du cmtmaryl ethylhexanoatel commercialism par la socimtm 
SEPPIC. 

SEPIGEL™ 305 est un latex inverse de polymere (dmnomination INCI : : 
polyacrylamide et isoparaffine en C13-C14 et laureth 7) 
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MONTANOV™ L est un agent emulsionnant a base d'alcool en C14-C22 et d'alkyl < 
polyglucoside en C12-C20. 

MONTANOV™ 68 est un agent emulsionnant a base d'alcool cetearylique et 
cetearyl polyglucoside 
5 MONTANOV™ 202 est un agent emulsionnant a base d'alcool arachidylique 
d'alcool behenylique et d'arachidyl polyglucoside. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation cTun compose inactivant la proteine Kinase A dans une 
composition contenant un milieu cosmetiquement acceptable, pour eclaircir la 

5 peau. 

2. Utilisation telle que definie a la revendication 1 , d'un compose de formule 

(I): 

R r C(=0)-[NH-CH(R 2 )-C(=0)] m -OH (I) 
L J 

10 ou ses sels, dans laquelle R 1 represente la chame caracterisante d'un acide gras, 
sature ou insature, lineaire ou ramifie, comportant de 3 a 30 atomes de carbone, 
R 2 represente la chaine caracterisante d'un acide amine et m est compris entre 1 
50, ou d'un melange desdits composes de formule (I) ou de leurs sels, dans une 
composition contenant un milieu cosmetiquement acceptable. 

15 3. Utilisation telle que definie a la revendication 2, d'un compose de formule 

(I) dans laquelle le groupe R r C(=0)- comporte de 7 a 22 atomes de carbone. 

4. Utilisation telle que definie a la revendication 3, d'un compose de formule 
(I) dans laquelle le groupe R r C(=0)- represente Tun des radicaux octanoyle, 
decanoyle, undecylenoyle, dodecanoyle, tetradecanoyle, hexadecanoyle, 

20 octadecanoyle, eicosanoyle, docosanoyle, 8-octadecenoyle, eicosenoyle, 13- 
docosdnoyle, 9,12-octad6cadienoyle ou 9,12,15-octadecatrienoyle. 

5. Utilisation telle que definie a la revendication 4, d'un compos6 de formule 
(I) dans laquelle le groupe R r C(=0) est choisi parmi les radicaux octanoyle, a>- 
und6cylenoyle, dodecanoyle, hexadecanoyle, 8-octadec6noyle, 13<locos6noyle, 

25 9,12-octad6cadi6noyle ou 9,12,15-octadecatrienoyle. 

6. Utilisation telle que definie a Tune des revendications 1 a 5, d'un 
compose de formule (I) dans laquelle R 2 represente la chame caracterisante d'un 
acide aming choisi parmi la glycine, I'alanine, la serine, I'acide aspartique, I'acide 
glutamique, la valine, la threonine, I'arginine, la lysine, la proline, la leucine, la 

30 phenylalanine, I'isoleucine, I'histidine, la tyrosine, le tryptophane, I'asparagine, la 
glutamine, la cysteine, la cystine, la methionine, I'hydroxy proline, I'hydroxy lysine, 
la sarcosine ou I'omithine. 

7. Utilisation telle que definie a Tune des revendications 1 a 6, d'un 
compost de formule (I) dans laquelle, dans au moins un des restes 
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• -HN-CH(R 2 )-C(=0)- (Ilia), 

ou 

-N-CH[C{=0)-]-R 2 (II lb), 

I I 

5 R 2 represente la chatne caracterisante de la phenylalanine, de la tyrosine, de 
Thistidine, de la methionine de la cysteine ou du tryptophane. 

8. Utilisation telle que definie a Tune des revendications 1 a 7, d'un 
compose de formule (I) dans laquelle m est un nombre decimal compris entre 1 et 
10 et est de preference inferieur a 5. 
10 9. Utilisation telle que definie a la revendication 8, d'un compose de formule 

(I) dans laquelle m est inferieur ou egal d 2 et est plus particulierement inferieur ou 
egal a 1 ,4, 

10. Utilisation telle que definie a la revendication 9, d'un compose de 
formule (I) dans laquelle m egal a 1 . 
15 11. Procede de traitement non therapeutique de la peau destine a 

I'eclaircir, characterise en ce que Ton administre au sujet, une composition 
contenant un milieu cosmetiquement acceptable et une quantite efficace d'au 
moins un compose inactivant la proteine Kinase A. 

12. Procede tel que defini a la revendication 11, dans lequel ladite 
20 composition contient entre 0,01 % et 10 % de son poids total, plus 

particulierement entre 0,1 % a 5 % de son poids total et tout particulierement, 
entre 1 % et 5 % de son poids total de compose inactivant la proteine Kinase A. 

13. Composition pharmaceutique pour la mise en ceuvre d'un traitement 
therapeutique de la peau destine son eclaircissement, caracterisee en ce qu'elle 

25 contient un milieu pharmaceutiquement acceptable et une quantite efficace d'au 
moins un compose inactivant la proteine Kinase A. 

14. Composition telle que definie a la revendication 13, contenant entre 
0,01 % et 10 % de son poids total, plus particulierement entre entre 0,1 % a 5 % 
de son poids total et tout particulierement, entre 1 % et 5 % de son poids total de 

30 compose inactivant la proteine Kinase A. 

15. Utilisation telle que definie & Tune des revendications 1 a 10, 
caracterisee en ce que le compose inactivant la proteine Kinase A, inactive aussi 
I'adenylate cyclase. 
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16. Utilisation telle que definie a la revendication 15, caracterisee en ce que 
le compose inactivant I'adenylate cyclase, est un compose de formule (I) ou ses 
sels. 

17. Utilisation telle que definie a Tune des revendications 7 ou 16, d'un 
5 compose de formule (I), dans laquelle FVCfO) est choisi parmi les radicaux 

octanoyle ou u)-undecylenoyle et dans laquelle, dans au moins un des restes 
-HN-CH(R 2 )-C(=0)- (Ilia), 

ou 

-N-CH[C(=0)-]-R2 (Hlb), 



R 2 represente la chaTne caracterisante de la phenylalanine. 

18. Procede tel que defini a Tune des revendications 11 ou 12, caracterise 
en ce que le compose inactivant la proteine Kinase A, inactive aussi I'adenylate 
cyclase. 

15 19. Composition pharmaceutique telle que d6finie a Tune des 

revendications 13 ou 14, caracterisee en ce que le compose inactivant la proteine 
Kinase A, inactive aussi I'adenylate cyclase. 

20. Utilisation telle que definie £ Tune des revendications 1 a 10, 
caracterisee en ce que le compose inactivant la proteine Kinase A et I'adenylate 

20 cyclase, est un compose presentant une affinite vis a vis du recepteur de la 
Melanocyte Specifique Hormone (a-MSH). 

21. Procede tel que defini a la revendication 18, caracterise en ce que le 
compose inactivant la proteine Kinase A et I'adenylate cyclase, presente une 
affinite vis a vis du recepteur de la Melanocyte Specifique Hormone. 

25 22. Composition pharmaceutique telle que definie a la revendication 19, 

caracterisee en ce que le compose inactivant la proteine Kinase A et ('adenylate 
cyclase, presente une affinite vis a vis du recepteur de la Melanocyte Specifique 
Hormone. 

23. Le N-(w-undecylenoyl) phenylalanine de formule (la) : 
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(CH 2 ) 8 — CH=CH 2 



NH 




C0 2 H 



(la). 



24 Utilisation du compose tel que defini a la revendication 23, en 
cosmetique. 



milieu pharmaceutiquement acceptable et une quantite efficace du compose tel 
que defini a la revendication 23. 

26. Emulsion caracterisee en ce quelle contient entre 0,01 % et 10 % de 
son poids total, plus particulierement entre 0,1 % a 5 % de son poids total, et tout 
10 particulierement entre 1 % et 5 % de son poids total du compose tel que defini a 
la revendication 23. 



5 



25. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient un 



